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La recherche des antigènes rickettsiens dans divers tissus, celle 
des anticorps-rickettsiens dans les sérums humains et animaux, par 
les techniques d'immunofluorescence, ont fait l'objet d'assez nom­
breux travaux ( 1) dont les résultats sont applicables au diagnostic 
des rickettsioses. 
La présente note est consacrée aux résultats de divers essais 
d'adaptation de ces techniques à l'étude de souches appartenant à 
la famille des Chlamydiacées, voisine de celle des Rickettsiacées, 
Rickettsiales non transmises par arthropodes vecteurs. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Les trois souches utilisées ont été isolées de placentas de brebis 
avortées, directement sur œuf embryonné par inoculation dans le 
sac du jaune, puis entretenues en ovoculture par la même voie, par 
passages en série (65 pour la souche Roq II, 45 pour la souche Roq VI, 
7 pour la souche ARD). Ces souches de RAKEIA Üvis (selon la ter­
minologie proposée en 1964 par LEVADITI, ROGER et DESTOMBES, 
plus précise et plus conforme aux principes linéens de classifica­
tion (2) que les autres dénominations de Miyagawanella ovis, 
(1) Cf. M. CAPPONI. - Application des techniques d'immunofluorescence 
au diagnostic des rickettsioses et de la toxoplasmose. Stage sur les Techniques 
de l'Immunofluorescence. Institut Pasteur, Paris (1967). 
(2) LEVADITI (J. C.), RoGER (F.) et DEsTOMBEs (P.) 1964. - Tentative de 
classification des Chlamydiaceae (RAKE 1955) tenant compte de Jeurs affinités 
tissulaires et de leur épidémiologie. Annales/. Pasteur, 107, 656-662. 
Bull. Acad. Vét. - Tome XLI (Novembre 1968). - Vigot Frères, Editeurs. 
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Bedsonia ovis, ou de «néo-rickettsie ») , ont des or1gmes géogra­
phiques différentes : les deux premières proviennent de troupeaux 
du Bassin laitier de Roquefort, la troisième des Ardennes. 
Ces souches sont pathogènes pour l'embryon de poulet, qu'elles 
tuent dans un délai de 1 à 9 jours (selon le taux d'inoculum), avec 
mortalité maximale au 6e jour. Elles sont également pathogènes 
pour la souris : celle-ci, inoculée par voie intranasale, répond par 
une broncho-pneumonie, mortelle en 3 à 5 jours. Elles sont peu 
pathogènes pour le cobaye inoculé par voie péritonéale. Elles sont 
insensibles à l'action de la pénicilline, de la streptomycine et de la 
mycostatine. 
Préparation des antisérums : Les antisérums sont obtenus sur 
cobaye, par inoculations intrapéritonéales d'antigène répétées tous 
les deux jours, pendant deux semaines ; la saignée est efîectuée une 
semaine après la dernière inoculation. L'inoculum utilisé, pour 
chaque souche, est un antigène purifié selon la technique suivante : 
la richesse en corps élémentaires des sacs vitellins recueillis au 
moment de la mort des embryons (entre 4 et 7 jours après inocula­
tion d'œufs embryonnés de 6 jours) est contrôlée par examen micros­
copique de frottis de membranes, après élimination du vitellus et 
coloration par les méthodes de GIEMSA, de STAMP et de MACCHIA­
VELLO. Seuls, sont utilisés les œufs montrant la présence de nom­
breux corps élémentaires punctiformes colorés en rouge par la 
fuchsine basique ou en bleu violet par le colorant de G1EMSA. Les 
membranes sont broyées et après pesée, mises en suspension 1/10 
P/V en eau bidistillée stérile, puis laissées à + 4° pendant une nuit. 
La lyse des cellules en eau bidistillée facilite la libération des corps 
élémentaires, eux-mêmes protégés par leur double paroi. Une pre­
mière séparation est obtenue par simple centrifugation, de 20 minu­
tes à 2.500 g à + 4° ; le surnageant (A) opalescent est encore 
pathogène pour l'œuf à la dilution 10-7 sous un volume de 0,25 ml. 
Le premier temps de purification utilise la méthode classique de 
séparation en milieux non miscibles : la fraction (A) est agitée, 
quelques minutes, en présence d'un volume égal d'éther éthylique 
en ampoule à décanter. Après repos (une nuit à + 4°), la phase 
aqueuse inférieure, riche en corps élémentaires, est séparée des 
deux phases supérieures contenant, l'une la presque totalité des 
débris cellulaires, l'autre, les lipides de l'œuf. Cette suspension est, 
dans un deuxième temps, purifiée, soit par simple centrifugation 
différentielle, répétée, à 2.500 g (20 minutes) puis à 56.000 g (20 mi­
nutes à + 4° sur SPINCO modèle L2-50), soit par gel filtration sur 
sépharose 2 B. Dans cette dernière méthode, le passage (en tête 
de colonne) des corps élémentaires est contrôlé à l'absorptiomètre 
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(Uv1coRD) à 254 mµ. Le contrôle de la richesse en corps élémentaires 
et du degré de purification est effectué par examen microscopique 
après coloration à la fuchsine basique. Dans les deux cas, la sus­
pension finale est faite en solution physiologique tamponnée à 
pH 7 ,2, sous un volume égal au 1/10 du volume initial. 
Préparation des anticorps marqués : les antiglobulines correspon­
dant à chaque souche sont tout d'abord extraites des sérums par 
deux cycles successifs de précipitation au sulfate d'ammonium à 
demi-saturation, puis redissolution en eau physiologique tamponnée 
à pH 7 ,2. Le sulfate d'ammonium en excès est éliminé par dialyse 
vis-à-vis d'eau physiologique tamponnée, pH 7,2 à + 4° avec 
6 changements du liquide de dialyse en 24 heures. Le titre en glo­
bulines de chaque solution est mesuré par la méthode au biuret de 
RIEGLER (réactif cupro-tartrique de GoRNALL et lecture au densi­
tomètre à 5.500 À). 
La conjugaison globulines-isothiocyanate de fluorescéine est 
effectuée par addition, à la solution de globulines, d'un poids de 
fluo-N = C = S égal au 1/40e du poids des globulines. La réaction 
s'opère, à la température du laboratoire, en 3-4 heures, en milieu 
tamponné à pH 9,2 par un mélange bicarbonate-carbonate de 
sodium. 
La solution de globuline-conjuguée est débarrassée de l'excès 
d'isothiocyanate non conjugué, par filtration sur colonne de sépha­
dex g 50, concentrée par dialyse vis-à-vis d'une solution à 20 p. 100 
de carbowax 6.000, enfin, son volume ramené au volume origine du 
sérum correspondant. (Méthode adaptée de celle de Mc KINNEY et 
Coll.) 
Préparation des antigènes pour examen en fiuorescence. 
Des souris, inoculées par voie intranasale, sont sacrifiées à la fin 
du troisième jour suivant l'inoculation ; les poumons sont extraits 
aseptiquement et les fragments hépatisés découpés aux ciseaux. A 
partir de ces fragments sont effectués, soit de simples calques (par 
application sur lame d'un fragment fraîchement coupé), soit des 
frottis, par écrasement à la pince. Sur un certain nombre de lames, 
les frottis sont exécutés en « triplets n, à partir des lésions provo­
quées par chacune des trois souches. Après dessiccation à l'air, les 
lames sont conservées, en boîte hermétiquement close, à + 4°. 
Techniques de coloration. 
Le contrôle de la richesse en antigène, pour chaque lot, est effectué 
par examen microscopique, en lumière blanche à 640 diamètres 
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(après fixation à la chaleur), méthode de STAMP (fixation à la cha­
leur), méthode de MAY-GRÜNWALD-GIEMSA (fixation par la solution 
alcoolique de MAY-GRÜNWALD). 
Fluorescence à l' acr'idine orange. 
Les frottis sont fixés à l'alcool absolu (10 minutes) puis placés, 
pendant 15 à 20 minutes, dans un bain de tampon acétate de sodium 
acide chlorhydrique, à pH 3,09, préparé par mélange d'une solution 
molaire d'acétate de sodium (50 ml) et d'acide chlorhydrique normal 
(48,5 ml). L'imprégnation par l'Orangé d'acridine est obtenu par 
action, à l'obscurité, d'une solution à 1/2.000 d'acridine dans le 
tampon ci-dessus. Après rinçage prolongé en tampon acétate - HCl 
suffisant pour éliminer l'excès d'acridine, les frottis sont montés, 
en tampon frais, sous lamelle scellée à la paraffine. 
1 mmuno-fl,uorescence directe. 
Diverses méthodes, pour la fixation de l'antigène, ont été utili­
sées : simple dessiccation à l'air - chaleur - alcool absolu - acé­
tone à température normale - acétone à - 60°. La simpJe fixation 
à l'acétone à température du laboratoire est suffisante, aussi bien 
avec frottis frais qu'avec frottis conservés plusieurs jours à+ 4°. 
Sur trois lames porte-objet, chacune préparée avec trois frottis 
correspondant chacun à une souche, chaque triplet de frottis ou de 
calques est recouvert de l'une des trois globulines conjuguées : il est 
ainsi possible de tester chacun des trois anticorps spécifiques vis-à­
vis de chacun des trois antigènes. Chaque globuline marquée est 
testée, simultanément, par contact avec un frottis de poumon de 
souris non inoculée. Après 10 à 15 minutes de contact, chaque lame 
est débarrassée de l'excès de globuJine conjuguée par trempages 
successifs (30 minutes) en sérum physiologique tamponné à pH 7,2. 
Le montage sous lamelle est fait dans le même tampon. La lamelle 
est scellée à la paraffine liquéfiée. 
· 
1 mmuno-fl,uorescence indirecte. 
Les lames portant les frottis contenant l'antigène sont recou­
vertes du sérum de brebis à tester. Après 20 minutes de contact à 
370, les lames sont lavées (30 minutes, dans plusieurs bains de tam­
pon (PBS) pH 7,2, puis recouvertes de globuline conjuguée Cobaye 
anti-mouton. Après 10-15 minutes de contact, les lames sont lavées 
en tampon physiologique et le montage effectué comme précé­
demment. 
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RÉSULTATS 
Les méthodes habituelles de coloration permettent, en micros­
copie optique, une définition rapide et précise de la richesse des 
frottis en antigène. Mais elles ne permettent que très difficilement la 
microphotographie des corps élémentaires de Rakeia, dont la taille 
moyenne est de 1/3 de micron (Cf. fig. 1). L'imprégnation par I'acri­
dine orange fournit, par contre, en éclairage U.V. (source HBO 200, 
fiJtre d'excitation BG 12/4 mm doublé d'un filtre UG 5/3 mm, 
filtre d'arrêt à 5.300 A) des images dont la photographie (fig. 2) 
FIG. 2. 
est beaucoup plus aisee. Par ailleurs, la fluorescence jaune-vert 
émise par les amas de corps élémentaires, analogue à celle qu'émet­
tent les noyaux cellulaires, donne une idée de l'importance du taux 
d'A. D. N. dans la structure histochimique des corps élémentaires. 
En immuno-fluorescence directe (mêmes conditions d'examen 
microscopique) les colonies intracellulaires de Rakeia sont assez 
fortement « marquées » pour que leur forte fluorescence résiste 
au lavage prolongé (fig. 3, 4). Mieux, plus poussé est le lavage en 
tampon physiologique, plus nette est la définition des corps élé­
mentaires constituant ces colonies. Ces images, univoques, ne 
s'observent jamais dans les frottis témoins (poumons de souris 
sains). Les essais d'immunofluorescence croisée ne montrent, entre 
les neuf réactions obtenues avec trois antigènes différents et les trois 
anti-globulines correspondantes, aucune difîérence nette. 
L'immunofluorescence indirecte fournit des images analogues 
(fig. 5) moins contrastées : la fluorescence «de fond »est plus diffi­
cile à éliminer. La présence des colonies intracellulaires de Rakeia 
est cependant définie sans équivoque. 
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FIG. 3. FIG. 4. 
COMMENTAIRES ET CONCLUSIONS 
Après séparation du « virus » des débris de membrane vitelline 
et du vitellus, la simple purification par centrifugation différentielle 
permet d'obtenir une suspension relativement pure de corps élé­
mentaires et le passage sur sépharose 2 B ne paraît nécessaire que 
si l'on recherche une purification beaucoup plus poussée. Dans un 
cas comme dans l'autre, la méthode permet d'obtenir par une mesure 
optique simple (dilutions logarithmiques et numération, par exemple) 
des suspensions de « virus » de titre assez précis. Une telle suspen­
sion, traitée par le formol à 5. p. 100 et additionnée d'hydroxyde 
d'alumine fait, actuellement, l'objet d'un essai d'immunisation 
de la brebis dont les résultat11 seront publiés par· ailleurs. 
L'utilisation de tels antigènes, pour la préparation d'anti-sérums 
chez le cobaye permet d'obtenir des sérums assez étroitement spéci­
fiques et, en tous cas, possédant très peu d'anticorps commun anti­
amf. 
Le fait d'utiliser, dans les tests croisés d'immunofluorescence un 
antigène cultivé sur poumon de souris élimine d'ailleurs le risque 
de non-spécificité de sérums correspondant à des souches difîérentes, 
mais tous préparés à partir d'un antigène d'ovoculture. L'absence 
de différence notable, au moins lorsqu'on utilise des globulines 
conjuguées concentrées, entre �es. neuf réactions croisées qu'il est 
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FIG. 5. 
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possible d'exécuter avec trois souches différentes et les trois anti­
globulines correspondantes confirme l'existence d'une forte analogie 
antigénique entre souches d'origines diverses. 
Réparties en ampoules de 0,5 ml et entreposées à - 35 °C, les 
globulines conjuguées conservent, à plusieurs semaines d'inter­
valle, leur pouvoir de marquage sur poumon de souris : leur utili­
sation aux fins de diagnostic, par recherche de l'antigène, dans 
divers tissus (placenta de brebis avortées, lésions de pneumonie de 
diverses espèces animales, par exemple) paraît donc possible et est, 
d'ailleurs, en cours d'étude. 
Les résultats obtenus en immunofluorescence indirecte montrent 
qu'il est possible d'utiliser l'antigène cultivé sur poumon de souris 
pour la recherche de la présence d'anticorps dans un sérum ovin 
suspect. La valeur éventuellement quantitative de la méthode fait. 
actuellement l'objet d'études complémentaires. 
